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Resumo 
 
Os trabalhos de investigação desenvolvidos que serviram de base a esta 
dissertação debruçaram-se sobre a regeneração do sistema nervoso periférico (SNP). 
Pretendeu-se avaliar a regeneração nervosa usando o modelo animal do nervo ciático 
do rato em lesões de axonotmese e neurotmese, recorreendo a dois biomateriais, um 
híbrido de quitosano e a poli(DL-lactato-Ɛ-caprolactona), associados a um sistema 
celular - células estaminais mesenquimatosas (MCSs) da geleia de Wharton do cordão 
umbilical humanas (hMSCs). Foram testados protocolos de transporte e de lavagem 
dos fragmentos de cordão umbilical (TCU – tecido do cordão umbilical) e de 
isolamento de hMSCs antes da sua aplicação in vivo. Para os ensaios in vivo, devido 
ao número de animais experimentais utilizados, foram utilizadas hMSCs da Promocell® 
indiferenciadas e após diferenciação em meio neurogénico. A diferenciação das 
hMSCs em células neurogliais foi comprovada por imunohistoquimica utilizando os 
seguintes marcadores: marcador das células da glia (GFAP), marcador relacionado 
com o crescimento neuronal (GAP-43) eo marcador para núcleo de neurónios (NeuN). 
O resultados do gupo do quitosano tipo III na % défice motor do membro 
afectado, apesar de não apresentar uma recuperação total, foi reduzido para valores 
de 4.16+-5.60, 2.79+-0.41, 3.24+-0.42 e 7.43+-3.58 nos respectivos grupos de Crush, 
CrushCell, CrushChitIIICell e CrushChitIII. A evolução da % défice motor foi similar em 
todos os grupos. 
Com este trabalho experimental conclui-se que o quitosano tipo III, em 
comparação com trabalhos in vivo anteriores que utilizaram quitosano, obteve 
melhores resultados na regeneração de fibras nervosa. 
O grupo onde foi utilizada a técnica de infiltração de células mesenquimais não 
diferenciadas apresentou piores valores de % défice motor, quando comparado com 
os grupos em que estas células foram conjugadas com uma membrana de Poli (DL-
lactato-Ɛ-carpolactona). 
As células mesenquimatosas humanas isoladas a partir da geleia de Wharton 
do cordão umbilical, aplicadas através de membranas de Poli (DL-lactato-Ɛ-
carpolactona) podem ser consideradas uma potencial ferramenta para a melhoria dos 
resultados clínicos na recuperação de nervos sensitivos, especialmente em lesões 
causadas por trauma 
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1 Introdução 
 
As lesões neurológicas do sistema nervoso são de grande relevância uma vez que são 
altamente debilitantes. O sistema nervoso divide-se em sistema nervoso central (SNC), 
constituído pelo encéfalo e a medula espinal, e o sistema nervoso periférico (SNP), constituído 
pelas fibras nervosas responsáveis pela transmissão da informação entre os tecidos e o SNC. 
Na presente dissertação o tema de interesse recai no estudo da regeneração do SNP, 
através do uso de biomaterias e sistemas celulares. Para uma melhor compreensão dos 
trabalhos desenvolvidos, torna-se importante uma descrição da estrutura e tipos de lesões do 
SNP, assim como da atrofia neurogénica do músculo associada a esse tipo de lesões, 
responsável pela limitada recuperação funcional, mesmo após reconstrução cirúrgica em casos 
de lesões de neurotmese e em lesões de axonotmese, onde não ocorre solução de 
continuidade do endoneuro, perineuro e epineuro. 
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2 Sistema Nervoso 
 
2.1 Estrutura do sistema nervoso periférico 
 
O neurónio como unidade funcional do sistema nervoso é uma célula excitável e 
altamente especializada. O SNP é formado por nervos e por agregados de corpos celulares de 
neurónios chamados gânglios nervosos (Junqueira, Carneiro et al. 1999; Kierszenbaum 2004; 
Luís 2008). No SNP, um conjunto de corpos celulares de neurónios forma um gânglio. O 
gânglio pode ser sensitivo ou motor. Os axónios derivados de um gânglio organizam-se em 
nervos, ramos ou raízes (Kierszenbaum 2004; Luís 2008). O SNP é constituído pelo conjunto 
de todos os neurónios externos ao cérebro, que são os pares cranianos, e à medula espinhal, 
que são os nervos periféricos (Kierszenbaum 2004; Luís 2008). Para além dos neurónios, o 
SNP inclui ainda um importante conjunto de células de sustentação denominadas células de 
Schwann (SCs). As fibras nervosas individuais são envolvidas pelas SCs formando as fibras 
mielínicas e amielínicas. Nas fibras mielínicas uma SC envolve apenas um axónio e um axónio 
é envolvido por mais do que uma SC que são responsáveis pela formação da bainha de 
mielina. As SCs também estão presentes nas fibras amielínicas, mas neste caso estas 
envolvem mais do que um axónio, que normalmente são de menor diâmetro (Junqueira, 
Carneiro et al. 1999; Luís 2008). Uma fibra nervosa é constituída pelo axónio, bainha de 
mielína e SCs que se agrupam em diferentes dimensões, número e padrão, para dar origem a 
fascículos, que por sua vez se organizam em nervos (Junqueira, Carneiro et al. 1999; Luís 
2008). Além das SCs, os nervos possuem três invólucros de tecido conjuntivo: i) epineuro, ii) 
perineuro, e iii) endoneuro (Figura 1 em anexo). 
i. Epineuro é a camada fibrosa mais externa que reveste todo o nervo, preenchendo os 
espaços entre os feixes de fibras nervosas; 
ii. Perineuro é uma camada fibrosa que separa os axónios em fascículos; 
iii. Endoneuro é a camada fibrosa que envolve os axónios individuais e as SCs 
associadas(Luís 2008).  
 
2.2 Classificação das lesões do sistema nervoso periférico 
 
As lesões são: i) o esmagamento ou compressão; ii) a secção e iii) a secção 
acompanhada de perca de substância. As comunidades clínica e científica têm avançado com 
algumas classificações, especialmente Seddon e Sunderland (Figura 1), dois investigadores 
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considerados de grande importância, que se dedicaram ao estudo do nervo periférico (Luís 
2008). 
 
Figura 1 Classificação das lesões do nervo periférico. (A) Nervo Normal. (B) Lesão de Sunderland tipo I ou 
Neuropraxia (Seddon) - em que os fascículos ainda se mantêm intactos e apenas desaparece a bainha de 
mielina; (C) Lesão de Sunderland tipo II ou Axonotmese (Seddon) – em que apenas são preservados os 
tubos do endoneuro, desaparecem os axónios e a bainha de mielina; (D) Lesão de Sunderland tipo III – 
desaparece o endoneuro e é preservado o perineuro; (E) Lesão de Sunderland tipo IV – desaparece o 
perineuro e é preservado o epineuro; (F) Lesão de Sunderland tipo V ou Neurotmese (Seddon) – em que há 
secção completa de todo o nervo (adaptado de Luís et al,2008). 
 
A classificação segundo Seddon é mais simplista e está dividida em três categorias: 
Neurapraxia, Axonotmese e Nerurotmese (Seddon 1943; Luís 2008). A classificação segundo 
Suderland é mais exaustiva e inclui cinco categorias: tipo I até tipo V (Tabela 1 em anexo), uma 
vez que divide neurotmese em três categorias distintas atribuindo-lhes graus de gravidade 
crescente correspondendo as categorias de III a V (Sunderland 1990; Luís 2008). 
 
2.3 Atrofia neurogénica do músculo 
 
 A inervação regula o fenótipo do músculo e a sua massa (Hyatt 2003). O efeito da 
desenervação no músculo é dependente ou independente da actividade, tal como foi 
observado na evolução da atrofia após lesão da medula espinal (influência independente da 
actividade) que se demonstrou muito menor que a provocada pela lesão do nervo ciático 
(influência dependente da lesão) (Hyatt 2003). A atrofia muscular por desinervação tem a 
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particularidade de ter como principal componente ol tipo de fibras que compõem o músculo 
afectado (Cebasek 2006). A atrofia muscular uma vez instalada, pode ser ela própria um 
problema, muitas vezes de carácter irreversível e altamente limitante em termos de função. O 
tempo de regeneração do nervo é fundamental na extensão da atrofia muscular que se vai 
instalar. Apesar do contínuo melhoramento das técnicas de microcirurgia, a recuperação do 
nervo periférico após reconstrução cirúrgica continua a ser um desafio para a neurocirurgia. A 
maior problemática é que, apesar da boa capacidade regenerativa do nervo periférico e do 
sucesso da reparação cirúrgica do nervo, a recuperação funcional é muitas vezes 
desapontante (Maurício, Gärtner et al. 2011). Na regeneração nervosa periférica, o tempo de 
regeneração é crucial, o que tem vindo a ser exaustivamente estudado pela comunidade 
médica e científica. Para isso tem-se verificado grande desenvolvimento de novas técnicas de 
reparação nervosa tais como: o uso de biomaterias (sintéticos e naturais) e o uso de sistemas 
celulares como terapias celulares recorrendo a células estaminais mesenquimatosas (MSCs) e 
a factores de crescimento. Estas novas técnicas estão a ser desenvolvidas não só para 
utilização em casos mais graves com mau prognóstico, mas também para acelerar a 
recuperação de lesões com um bom prognóstico. Como exemplos temos os casos de 
axonotmese, uma vez que quanto mais rápida a recuperação da função nervosa menor será o 
grau de atrofia instalado (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
 
3 Medicina Regenerativa e Engenharia de Tecidos 
 
A humanidade chegou ao ponto em que o seu maior problema de saúde é o desgaste 
inerente ao uso contínuo dos tecidos que o constituem, processo mais conhecido por 
envelhecimento. Devido a esta realidade do mundo desenvolvido que vê a cada década, a sua 
população a aumentar a sua esperança de vida e a sua medicina a não dar resposta à sua 
principal doença, a degeneração. A Medicina Regenerativa que ganhou força com o 
envelhecimento da população em geral do mundo desenvolvido, já tinha anteriormente muitos 
motivos para o seu desenvolvimento, tais como, os traumas que não eram resolvidos pela 
cicatrização e pelo transplante, o que tornava imperativo que o ou os tecidos envolvidos 
regenerassem. 
Põe-se neste momento uma questão. O que é regeneração? A regeneração é a 
capacidade de manter ou restaurar a arquitectura original de um tecido pela recapitulação de 
parte do seu desenvolvimento embrionário original. Restauração da continuidade interrompida 
através da síntese do tecido perdido do órgão, no local anatómico original recuperando a 
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estrutura e a função normal do mesmo (Blitterswijk 2008). Para que haja regeneração tem que 
se promover essa via para o restabelecimento do ou dos órgãos e das sua funções. Esse 
objectivo é estimulado através da utilização de terapias celulares tendo em vista a total 
recuperação do individuo em causa. Existe a necessidade de associar ás terapias celulares 
estruturas de suporte, que promovam um crescimento organizado em biomateriais, o que levou 
ao desenvolvimento da Engenharia de Tecidos. Com o decorrer da investigação, os avanços 
na Medicina Regenerativa têm sido notáveis, com descoberta de novos conceitos com grande 
impacto na área. Não passaram muitos anos sobre a convicção que a maioria dos tecidos 
apresentava uma capacidade limitada de regeneração. No presente é ponto assente que quase 
todos os órgãos e tecidos poderão regenerar, parcial ou totalmente com base em terapias 
celulares e Engenharia de Tecidos. No que se refere à Engenharia de Tecidos e às terapias 
celulares, as MCSs têm suscitado bastante interesse, assim como a utilização de biomaterias 
(naturais e sintéticos). A combinação de ambas as estratégias parece ter um potencial muito 
promissor, principalmente na regeneração do SNP (Gärtner 2013) 
Na regeneração do nervo periférico neste momento estão a ser investigadas várias 
estratégias. Este grupo de investigação tem estudado a utilização de biomaterias, sistemas 
celulares e a sua combinação. Dentro dos sistemas celulares tem sido dada relevância às 
MCSs humanas (hMSCs) e em particular às isoladas a partir da geleia de Wharton do cordão 
umbilical (UC).  
 
3.1 Desenvolvimento e caracterização do sistema celular – importância das 
células estaminais mesenquimatosas 
 
 O corpo humano é constituído por mais de 200 tipos celulares diferentes, que se 
organizam em tecidos, que por sua vez, se organizam em órgãos e do conjunto num 
organismo. A origem do interesse nas células estaminais surge do desejo de entender como é 
que os tecidos são mantidos uma vez adultos. Foi observado que um tecido apresenta 
heterogenicidade celular e em alguns tecidos, tal como no sangue, na pele e nos epitélios, as 
células diferenciadas têm uma esperança de vida curta e são incapazes de se renovar. Isto 
levou ao conceito que tais tecidos eram mantidos por células estaminais, definidas como 
células com elevada capacidade de renovação que geram células que se diferenciam 
posteriormente (Watt and Driskell 2010). 
As células estaminais são células indiferenciadas com capacidade de diferenciação em 
diferentes linhas celulares, para além de auto-renovação e proliferação ilimitadas in vitro 
(Ankrum and Karp 2010). Esta capacidade de diferenciação em várias linhagens celulares 
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despertaram a atenção para o enorme potencial destas células nas terapias celulares (Gärtner 
2013). O desenvolvimento de terapias celulares para a reconstrução de cartilagem e pele 
(Chen, Ushida et al. 2002) foram um marco na nova era da regeneração de tecidos. 
 As primeiras células estaminais aparecem no zigoto. Estas células são totipotentes e 
dão origem ao blastocisto. As células estaminais têm a capacidade de se diferenciar em 
qualquer célula ou tipo de tecido. Com a diferenciação, a capacidade de auto-renovação e 
diferenciação das células em outros tipos celulares tende a tornar-se cada vez mais limitada 
(Amado 2010). As células estaminais podem ser classificadas em três categorias; i) 
embrionárias, ii) fetais e iii) adultas, com base no comportamento durante o crescimento e 
isolamento durante a ontogénese. In vivo, existem em todos os tecidos células estaminais 
adultas em estado quiescente (Gärtner 2013). 
Segundo a capacidade de diferenciação, as células estaminais classificadas como: 
i) Totipotentes- quando têm a capacidade de formar um organismo completo, são 
exemplos as células dos oócitos e as resultantes da primeira clivagem; 
ii) Pluripotentes- quando têm a capacidades de originar os três folhetos 
germinativos, mas não os tecidos extra embrionários como a placenta e o cordão 
umbilical, são exemplos as células interiores do blastocisto; 
iii) Multipotentes- quando têm a capacidade de se diferenciar em múltiplos tipos 
celulares, são exemplos as células estaminais mesenquimais; 
iv) Oligopotentes- quando têm a capacidade para se diferenciar em dois ou mais 
tipos celulares,são exemplos a células estaminais neurais; 
v) Unipotentes- quando têm a capacidade de se diferenciar num tipo celular 
apenas; são exemplos as células estaminias das espermatogónias.(Blitterswijk 
2008) 
Devido aos diferentes métodos de cultura de MCSs, o Mesenchymal and Tissue Stem 
Cell Committee do da Sociedade Internacional para a Terapia Celular (ISCT), recomendou 
vários requisitos para definir as MCSs. Assim as MCSs são definidas como células com: i) 
capacidade plástica e adesiva; ii) ausência de marcadores de linhagem hematopoética 
definitiva tais com CD45, CD34, CD14, Cd11b, CD79α, CD19, e de moléculas de MCH-II 
expecialmente HLA-DR; e de marcadores não específicos como os CD105, CD90 e CD75; iii) a 
capacidade de diferenciação em células de linhagem mesodérmica, osteócitos condrócitos e 
adipócitos. As MSCs, devido à sua grande capacidade plástica, proliferativa e de diferenciação, 
em conjunto com as suas propriedades imunossupressoras, são importantes sistemas 
celulares muito estudados para terapias celulares e na Engenharia de Tecidos. Este tipo celular 
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pode ser utilizado em alo e xenotransplantes devido a sua baixa ou mesmo ausência de 
expressão do antigénio leucocitário humano classe II (MCH-II) (Gärtner 2013). 
3.1.1 Processamento do tecido do cordão umbilical 
 
A obtenção de hMSCs da geleia de Wharton e da região perivascular da matriz do UC 
tem sido largamente estudada, uma vez que o tecido do cordão umbilical (TCU) é descartado 
no momento do parto, não apresentando qualquer entrave religioso ou ético na sua colheita, 
contrariamente ao verificado com as células estaminais embrionárias (ESCs) isoladas a partir 
de embriões clonados ou de embriões excendentários de técnicas de reprodução medicamente 
assistida. A geleia de Wharton é principal componente do cordão umbilical, é tecido mucoso, 
sendo o, que liga os vasos umbilicais ao epitélio amniótico e os protege durante toda a 
gestação (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
 
3.1.1.1 Transporte e armazenamento  
 
O armazenamento e transporte dos fragmentos de cordão umbilical desde o 
hospital/clínica até ao laboratório é passo fundamental. Cordões transportados à temperatura 
ambiente, temperatura refrigerada (4-6ºC) e imersos em várias soluções salinas estéreis foram 
avaliados no sentido de padronizar o melhor protocolo de transporte que permitisse a 
integridade do TCU. Um centímetro de UC (N=12) foi colhido de dadores saudáveis após 
consentimento informado por escrito e de seguida foram seguidos os protocolos de um banco 
privado, Biosckin® S.A., para de seguida testar os protocolos de transporte e armazenamento 
referidos anteriormente. Concluiu-se que o transporte deve ser executado com o UC imerso em 
solução estéril tampão de sais de fosfato de Dulbecco (DPBS) (Figura 2 em anexo) ou solução 
salina balanceada de Hank (HBSS) a temperatura de refrigeração (4-6ºC). 
3.1.1.2 Métodos de lavagem e validação de eficácia 
 
O processamento no laboratório teve início com a aplicação do protocolo de lavagem 
dos fragmentos de UC, que é crucial para evitar a contaminação microbiológica das culturas 
após o isolamento. Da mesma forma foram estudados vários protocolos para descontaminação 
até ser adoptado o protocolo utilizado nas unidades de TCU. Assim, o protocolo utilizado é: 
após a chegada do fragmento do cordão ao laboratório este é lavado entre 4 a 5 vezes em 
DPBS dependendo da sua sujidade (principalmente da presença de sangue), de seguida 
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segue-se a desinfecção em etanol a 70% durante 30 segundos, por último, o fragmento é 
novamente lavado em DPBS, para remoção do etanol a 70%.  
Os vasos são dissecados do cordão umbilical enquanto este ainda está embebido em 
DPBS, para que se mantenha limpo caso algum vaso rompa e ocorra a saída de sangue. 
Para fazer a validação do protocolo de lavagem do cordão umbilical, procedeu-se à 
análise de duas soluções: solução 1- solução de DPBS utilizada para o transporte do 
fragmento do cordão do hospital/clínica até ao laboratório (na falta desta utiliza-se a solução da 
primeira lavagem das quatro em DPBS); solução 2- solução de DPBS que foi usada para a 
lavagem do cordão logo após a desinfecção em etanol a 70%. Ambas as soluções foram 
testadas para contaminação microbiológica usando BacT/ALERT® (BioMérieux). Cada unidade 
de TCU foi testada para os microrganismos aeróbios e anaeróbios e fungos, utilizando 10 ml de 
solução da primeira lavagem e 10 ml de solução da segunda lavagem introduzidos 
assepticamente nos BacT/ALERT ® respetivos. Todos os procedimentos foram realizados 
numa câmara de fluxo laminar de cultura de tecidos em condições de esterilidade (Gärtner, 
Pereira et al. 2012). 
 
3.1.1.3 Isolamento de células estaminais mesenquimatosas humanas  a partir da geleia 
de Wharton 
 
Para isolamento de hMSCs a partir da geleia de Wharton do UC foram realizados os 
protocolos de digestão enzimático e o de isolamento a partir de cultura extemporânea. A 
maioria das amostras de UC providenciaram uma amostra razoável (Gärtner, Pereira et al. 
2012) . 
No protocolo enzimático usou-se colagenase tipo I de origem bovina (Sigma-Aldrich®). 
Após a extirpação dos vasos, a geleia de Wharton parcialmente digerida foi centrifugada a 
250G durante 5 minutos à temperatura ambiente, de seguida o sedimento foi lavado com meio 
de Dulbecco`s Eagle`s modificado (DMEM, Gibco® Invitrogen Portugal). No passo seguinte as 
hMSCs isoladas são novamente centrifugadas a 250G durante 5 minutos à temperatura 
ambiente e depois são tratadas com colegenase (2mg/ml) durante 16 horas à temperatura de 
37ºC, lavadas e depois tratadas com uma solução Tripsina-EDTA a 2,5% (Sigma-Aldrich®) 
durante 30 minutos a 37ºC com agitação. Finalmente as hMSCs foram cultivadas com DMEM 
(Gibco® Invitrogen Portugal) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), glucose 
(4,5g/l), penicilina / estreptomicina a 1% (p/v) (Sigma®), 2,5mg/ml de anfotericina B (Sigma®) 
numa estufa a 37ºC com 5% de CO2 (Nuaire®). Cerca de 2X105 células são colocadas em cada 
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frasco T75 com 10ml de meio de cultura. As células ficam em cultura durante 3 dias (Figura 3 
em anexo). Para a remoção das células não aderidas e dos fragmentos, os frascos são 
gentilmente lavados com PBS pré-aquecido, de seguida 10ml de meio de cultura pré-aquecidos 
são adicionados. O meio de cultura é mudado de 3 em 3 dias. A confluência celular é 
normalmente atingida em 12-16 dias. Nesta altura a células são removidas usando solução 
pré-aquecida de tripsina-EDTA (4ml por frasco) durante 4 minutos a 37ºC. De seguida as 
células são adicionadas aos biomaterias usados na reconstrução do nervo. Normalmente 5000 
celulas /cm2 são sub-cultivadas sobre membranas (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
No protocolo sem enzimas, não há digestão enzimática. O tecido mesenquimatoso 
(geleia de Wharton) é dissecado em cubos de 0.3cm3. Os cubos são fragmentados em 
unidades de 1-2mm usando um bisturi estéril e de seguida transferidos para uma placa de Petri 
previamente tratada com poli-l-lisina (Sigma®) com meio para expansão de hMSCs 
(PromoCell®, C-28010) suplementado com penicilina / estreptomicina a 1% (p/v) (Sigma®), 
2,5mg/ml de anfotericina B (Sigma®) e encubadas numa estufa a 37ºC com 5% de CO2 
(Nuaire®). Alguns dos fragmentos de tecido permitiram a migração de células após 3-4 dias de 
incubação. A confluência celular é normalmente atingida entre os 15-21 dias de incubação 
(Gärtner, Pereira et al. 2012). 
3.1.2 Linha celular derivada da geleia de Wharton Promocell® 
 
Alternativamente, para se estudar o efeito das hMSCs na regeneração do nervo ciático, 
em ensaios in vivo, foi utilizada uma linha celular de hMSCs da geleia de Wharton (Promocell®, 
GmbH, C-12971, Lote: 8082606.7). Esta linha celular de hMCSs é preferida para testes em 
ratos in vivo, uma vez que o número de hMCSs obtidas é maior num mais curto espaço de 
tempo, não está dependente de dadores ou da autorização comité de ética e o protocolo é 
mais rápido, o que é vantajoso para ensaios pré-clínicos com um número elevado de animais 
de experiência. Com o uso desta linha celular não é necessária a administração de 
imunosupressores aos animais em experiencia durante todo o processo de recuperação após o 
procedimento cirúrgico (Gärtner, Pereira et al. 2012) 
As células criopreservadas são cultivadas e mantidas numa atmosfera húmida com 5% 
de CO2 a 37ºC. O meio para hMCSs (Promocell®, C-28010) é renovado cada 48horas. Quando 
é atingida 80-90% de confluência, as células são colhidas usando tripsina a 0,25% com EDTA 
(Gibco®) e transferidas para um novo frasco para nova expansão. Após a expansão são 
cultivadas hMCSs para o uso nas experiencias. Estas células são cultivadas com uma 
concentração de 2500 células/ml em poli-d-lisina (Sigma®) ou em membranas de biomaterias e 
24horas depois as células exibem 30-40% de confluência. O passo seguinte é diferenciação 
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em células nervosas, para isso recorre-se a um meio neurogénico para hMCSs (Promocell®, C-
28015). O meio é normalmente renovado a cada 24 horas durante 3 dias. A diferenciação em 
células nervosas pode ser observada ao fim de 24 horas num microscópio invertido (Zeiss®) 
(Gärtner, Pereira et al. 2012). 
O nosso grupo de investigação, tem estudado as hMCSs indiferenciadas e as células 
neurogliais diferenciadas in vitro em meio neurogénico obtidas a partir das hMSCs. Ambos os 
sistemas celulares foram aplicados em lesões de axonotmese e neurotmese do nervo ciático 
no rato.  
3.1.3 Imunohistoquímica – caracterização das células mesenquimatosa humanas 
indiferenciadas e diferenciadas em meio neurogénico aplicadas in vivo 
 
Para a confirmar a obtenção de MSCs indiferenciadas e a diferenciação em meio 
neurogénico em células do tipo neuroglial (células obtidas a partir do TCU criopreservado ou 
MSCs da Promocell), recorreu-se à técnica de imunohistoquímica utilizando marcadores 
específicos, nomeadamente o marcador das células de glia (GFAP), o marcador relacionado 
com o crescimento neuronal (GAP-43) e o marcador para núcleos de neurónios (NeuN).  
Através da realização de imunohistoquímica as MSCs indiferenciadas, tal como 
esperado, não apresentam marcação por parte dos marcadores GFAP, GAP-43 e NeuN. Após 
96h em meio de cultura neurogénico foi realizada nova marcação, na qual se verificou que as 
células do tipo neuronal obtidas eram marcadas positivamente pelos três marcadores. A 
diferenciação em células do tipo neuroglial foi obtida a partir das hMSCs do TCU (fresco e 
criopreservado) e da PromoCell® (N=57) (Gärtner, Pereira et al. 2012).  
 
3.2 Biomateriais utilizados como tubos-guia nas lesões de axonotmese e 
neurotmese 
 
 Scaffold é um conceito que surge com a Engenharia de Tecidos. Mas o que é um 
scaffold?” Um scaffold ou matriz- é uma estrutura de suporte porosa e/ou géis que permitem a 
adesão celular e o crescimento de um tecido” (Blitterswijk 2008). Scaffold é o suporte para a 
reconstrução/reparação de lesões ou falta de órgãos que pode ser composto de materiais 
sintéticos ou naturais degradáveis (Blitterswijk 2008). Os scaffolds podem ser desenvolvidos 
para terem determinado comportamento mecânico, que será próximo daquele do tecido a 
reparar, com o intuito de facilitar a ligação, migração, proliferação, diferenciação e organização 
tridimensional da população celular requerida para a estrutura e funcionamento do órgão ou 
tecido alvo (Blitterswijk 2008). Os biomateriais utilizados nos scaffolds podem ser sintéticos ou 
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naturais. Os naturais são originários de plantas, animais e microrganismos por isso largamente 
disponíveis na natureza. Estes materiais são diversos e detentores de estruturas complexas 
com diferentes funcionalidades fisiológicas que poderão oferecer uma variedade de potenciais 
aplicações em regeneração de tecidos (Blitterswijk 2008). Os biomaterias naturais são 
conhecidos por estimular a adesão, migração, crescimento e proliferação celular. Estes têm 
também uma óptima biocompatibilidade, menos efeitos tóxicos (Maurício, Gärtner et al. 2011), 
baixo custo, promoção da cicatrização e actividade antibacteriana (Gärtner, Pereira et al. 
2012). Para além destas vantagens os biomateriais também possuem varias propriedades que 
os tornam óptimos para a Engenharia de Tecidos, tais como: o comportamento pseudoplástico, 
a capacidade de formar géis, a afinidade à água e serem biodegradáveis uma vez que os seus 
grupos funcionais são compatíveis com a maquinaria enzimática dos organismos (Blitterswijk 
2008). 
 O quitosano é um polisacaridio que é usado como biomaterial natural e têm sido 
encontradas várias aplicações na Engenharia de Tecidos (Figura 4 em anexo) (Ravi Kumar 
2000). Este polímero é obtido a partir da desacetilação da quitina que é um material muito 
abundante na natureza. A quitina pode ser encontrada no endoesqueleto das lulas, 
exoesqueleto dos crustáceos, insectos e em alguns fungos (Kean and Thanou 2010). 
Nos trabalhos aqui descritos, foi usado um híbrido de quitosano, uma vez que as 
matrizes de quitosano normalmente possuem uma baixa força mecânica em condições 
fisiológicas e são incapazes de manter uma forma predefinida após transplantação. As 
propriedades mecânicas podem ser melhoradas pela sua modificação através do uso de um 
agente salino como o y-glicidoxipropiltrimetoxisilano, um dos agentes salinos que promove o 
cross-linking que apresenta grupos epóxi e metoxisilano. A adição deste agente salino é 
possível, com a utilização de uma técnica que usa o congelamento seco para a obtenção do 
hídrido de quitosano (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
Os scaffolds sintéticos tornaram-se uma necessidade, uma vez que os polímeros 
naturais que podem ser usados, assim como as modificações que podem ser operadas para 
melhorar as suas propriedades mecânicas e de degradabilidade, são limitados. Alguns dos 
polímeros naturais são difíceis de processar e os riscos de infecção cruzada podem estar 
associados a materiais de origem animal e humana. Os polímeros sintéticos permitem a 
elaboração de scaffolds com características mecânicas, propriedades biológicas e velocidades 
de degradação controlados (Vacanti and Vacanti 2000). Os polímeros sintéticos têm a 
vantagem de poderem ser produzidos com baixo custo, a sua produção é reproduzível e 
podem facilmente ser processados para dar origem a dispositivos médicos com qualquer forma 
(Blitterswijk 2008), o que os torna facilmente industrializáveis. 
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Quando falamos de polímeros de uma forma geral, estamos a falar de longas cadeias 
de macromoléculas geradas pela reacção entre monómeros. A natureza do monómero utlizado 
para preparar o polímero vai determinar as propriedades físicas, químicas e biológicas. Quando 
utilizado como biomaterial para a produção de um scaffold, o mesmo vai determinar as 
características de degradação (Ratner 2004). Os polímeros sintéticos utilizados em Medicina 
Regenerativa degradam-se por hidrólise das ligações éster da cadeia principal, produzindo 
produtos de degradação, tais como o ácido láctico e glicólico, que são reabsorvidos in vivo 
como componentes do ciclo de Krebs (Blitterswijk 2008). 
Nos estudos descritos neste manuscrito utilizou-se a poli(DL-lactato-Ɛ-caprolactona). 
Um co-polimero que é constituído por mais que um monómero e pode ter uma subclassificação 
dependendo da ordem em que se repetem os respectivos monómeros que o constituem 
(Blitterswijk 2008). 
 
4 Considerações sobre reconstrução cirúrgica do nervo periférico em 
lesões de neurotmese 
 
 O trauma com solução de continuidade do nervo periférico, torna necessária a 
reparação cirúrgica. A medicina tenta a reabilitação através da correcção cirúrgica para este 
tipo de lesões, segundo a literatura, há mais de 150 anos(IJkema-Paassen, Jansen et al. 2004; 
Luís 2008). A cirurgia do nervo periférico normalmente implica a utilização de técnicas de 
microcirurgia, sendo necessário para tal um microscópio cirúrgico ou lupas que permitam um 
aumento da imagem de 4 a 6 vezes, de instrumentos cirúrgicos pediátricos, de oftalmologia, de 
neurocirurgia ou ainda na maioria das vezes um estojo específico de microcirurgia na 
reconstrução cirúrgica do nervo é importante que o nervo reconstituído não fique sob tensão 
após a reconstrução. Nos dias de hoje a secção de um nervo poderá ter varias abordagens, 
que incluem a coaptação directa entre os dois topos ou, caso a solução de continuidade seja 
substancial, poderá optar-se pela utilização da interposição de autoenxertos ou de tubos guia 
que poderão ser autólogos (veias) ou artificiais (sintéticos ou biológico) (Pfister L A 2007; Luís 
2008). As lesões mais comummente reparadas são: lesões do nervo mediano, ciático, ulnar, 
peroneal e lesões do plexo braquial (Luís 2008). 
 A abordagem cirúrgica a uma lesão do nervo periférico divide-se em dois caminhos: a 
neurorrafia ou sutura directa quando não há perda de tecido e a utilização de enxertos quando 
esta existe (Matsuyama, Mackay et al. 2000; Luís 2008). Dentro de cada caminho existe uma 
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panóplia de técnicas para que o cirurgião, após a avaliação da lesão, seja capaz de corrigir o 
defeito da forma que irá proporcionar uma melhor recuperação do nervo lesionado. 
 As técnicas disponíveis para neurorrafia (Figura 2) são: sutura topo-a-topo clássica 
epineiro-epineuro ou interfascicular; Sutura oblíqua a 30º; Sutura topo-a-lado ou terminolateral. 
A B C 
Figura 2- Representação de técnicas cirúrgicas de reconstrução do nervo. (A) Sutura topo-a-topo ao nível do 
epineuro; (B) sutura topo-a-topo ao nível do perineuro ou interfascicular; (C) sutura topo-a-topo oblíqua num 
corte de 30º ( Adaptado de Luís et al, 2008). 
 
 Por sua vez as técnicas disponíveis na utilização de enxertos são: interposição de 
autoenxertos; flaps epineurais; técnica da tubulação; combinação das técnicas com sistemas 
celulares e/ou factores com capacidade de promover a regeneração. A aplicação de 
autoenxerto tem várias desvantagens, tais como: 
i) A necessidade de mais intervenções cirúrgicas; 
ii) Como a opção mais comum é um nervo sensorial cutâneo, o diâmetro do autoenxerto é 
menor que o desejado; 
iii) O risco de necrose do autoenxerto em toda a sua extensão; 
iv) A possibilidade de se desenvolverem alterações sensoriais; 
v) Possibilidade de formação de neuromas e de tecido fibroso junto à segunda linha de 
sutura (Varejao AS 2003). 
É na busca de uma solução para os problemas associados à utilização de autoenxertos 
que surge a técnica da tubulação. Surgindo igualmente a utilização de condutores não 
nervosos para a reparação de soluções de continuidade do nervo, conduzindo as fibras 
nervosas na regeneração que ocorre por crescimento do axónio proximal em direcção ao topo 
distal, uma vez que a porção nervosa distal é incapaz de regeneração. Apesar desta 
incapacidade, o topo distal é fundamental, uma vez que produz sinais químicos que servem 
para orientar o crescimento das fibras nervosas do topo proximal na sua direcção (IJkema-
Paassen, Jansen et al. 2004).  
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 Nos estudos realizados não foram utilizados tubos guia, mas sim membranas que após 
envolverem o nervo funcionavam como tubos guia, sendo que, o modelo utilizado foi a rato, 
devido à facilidade da aproximação cirúrgica ao nervo ciático. Para o seu acesso, procede-se a 
uma incisão cutânea que se estende da tuberosidade do grande trocânter ao epicôndilo lateral 
do fémure. De seguida identifica-se o músculo bícepe femural, procedendo-se ao seu 
desbridamento e retracção caudal expondo a cabeça lateral do quadrícipe. Entre este dois 
músculos corre o nervo ciático que desta forma fica completamente exposto. O nervo ciático do 
rato possui a espessura adequada à manipulação cirúrgica e inserção de enxertos ou tubos 
guia. As lesões experimentalmente provocadas nesta área de investigação incluem: 
esmagamento ou o congelamento para provocar uma interrupção axonal preservando as 
fáscias (axonotemese) (Figura 3); a secção completa da fibra nervosa (neurotmese) e a 
ressecção de um segmento de fibra nervosa (Maurício, Gärtner et al. 2011). 
 
Figura 3- lesão de 3 mm provocada por compressão no nervo ciático de um rato (adaptado de Gartner, 2013). 
 
5 Testes funcionais para avaliação da regeneração do nervo após 
utilização de tubos-guia e células mesenquimatosos humanas. 
 
 No estudo da regeneração do nervo após cirurgia inclui um período de semanas (neste 
caso 12 semanas) no final do qual se pressupõe que a recuperação quer morfológica, quer 
funcional se considera completa. A investigação da lesão do nervo periférico combina os 
exames morfológicos e funcionais.  
Os testes funcionais não são mais que exames que testam a funcionalidade dos 
membros, neste caso dos membros pélvicos, em termos motores e sensitivos. Os testes 
funcionais usados nestes estudos foram:i) a reacção postural de extensão (RPE), este permite 
a avaliação da função motora dos membros pélvicos do rato; ii) A avaliação sensorial por 
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quantificação do reflexo flexor (Latência do Reflexo Flexor, LRF ou WRL) através do qual o 
animal exibe um reflexo de retirada do membro quando exposto a um estímulo térmico (placa 
térmica a 56°C); iii) A avaliação nociceptiva é testada através da observação do reflexo de 
retirada do membro pélvico como resposta a uma estimulação nociceptiva; iv) o estudo das 
pegadas que não é mais que a quantificação da recuperação do nervo ciático após lesão, pelo 
estudo das pegadas (Walking Track Analysis) 
 
5.1 Reacção postural de extensão  
 
A reacção postural de extensão (RPE) é um dos exames que compõem o exame 
neurológico em Medicina Veterinária na clínica de animais de companhia. Para a realização do 
estudo de RPE, todo o corpo do animal deve ser envolvido num pano cirúrgico, com excepção 
dos membros pélvicos. De seguida, este é suspenso pelo tórax numa posição vertical e é 
transportado para uma plataforma de uma balança digital. Cada membro é testado 
individualmente, sendo o teste repetido 3 vezes para cada um dos membros pélvicos (Figura 
4). O membro a testar realiza um movimento de extensão a antecipar o contacto com a 
plataforma. A força, na ordem de grandeza das gramas (g), aplicada na balança é registada. 
Deve ser utilizada uma balança digital com uma escala compreendida entre os 0 e 500 g, para 
registar a força em grama produzida pelo membro a testar. O teste é realizado no membro de 
experiência (ERPE) e no membro normal (NRPE) e os valores obtidos são introduzidos numa 
equação, de forma a traduzirem um valor que multiplicado por 100, traduz a percentagem de 
défice motor do membro experimental em relação ao membro normal (Luís 2008; Maurício, 
Gärtner et al. 2011; Gärtner, Pereira et al. 2012). 
 
% DE DÉFICE MOTOR = (NRPE – ERPE) / NRPE 
Este teste requer alguma experiência para que o investigador se sinta confortável no 
manuseamento do rato e o nível de conforto do investigador é crítico para que o animal não se 
sinta assustado durante o teste. É necessário também adquirir a capacidade de avaliar quando 
o rato está a suportar todo o seu peso, uma vez que o investigador está a suportar todo o corpo 
do animal durante o teste (Maurício, Gärtner et al. 2011). 
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Figura 4- Execução do teste de reacção postural de extensão (RPE). Utilizando uma balança electrónica. Os 
valores obtidos para a RPE do membro normal (NRPE) e no membro de experiencia (ERPE) são introduzidos 
numa equação de forma a traduzirem a percentagem de défice motor do membro experimental relativamente 
ao membro normal. 
Uma das vantagens deste teste é ser de fácil execução, dependendo apenas de alguma 
sensibilidade do operador. É um teste de grande importância para avaliação da função motora 
por ter mostrado resultados comparáveis aos obtidos com o estudo das pegadas do rato 
mesmo quando existe dificuldade na realização do estudo das pegadas do rato para dedução 
do índice de funcionalidade do ciático (SFI) e do índice de funcionalidade do ciático em 
condições estáticas SSI, como por exemplo, em casos de autotomia (Luís 2008).  
 
5.2 Avaliação sensorial  
 
A avaliação sensorial (WRL) é um teste que permite a quantificação do reflexo flexor, 
através do qual o animal exibe um reflexo de retirada do membro quando exposto a um 
estímulo térmico, mecânico ou eléctrico. A avaliação sensorial é então testada através da 
observação do reflexo de retirada do membro pélvico como resposta a uma estimulação 
nociceptiva. Nos trabalhos efectuados, a recuperação sensorial, ou seja, a reinervação da face 
plantar do membro foi avaliada através da utilização de um estímulo térmico doloroso (Figura 
5). Para a avaliação foi utilizando um estímulo térmico, usou-se uma placa térmica electrónica, 
que permite que seja atingida com precisão a temperatura de 56 ºC. À semelhança do teste 
anterior, o animal é envolvido num pano cirúrgico e o membro a testar é posicionado de forma 
a tocar na placa aquecida. A duração necessária do estímulo para induzir o reflexo flexor é 
registada e determina o WRL. Ambos os membros, afectado e normal, são testados três vezes 
consecutivas, em intervalos de 2 segundos entre eles, a fim de evitar o fenómeno de 
sensibilização, após o que é realizada a média desses três registos. A fim de evitar lesões de 
queimadura da pele, caso não ocorra reflexo de flexão após o tempo máximo de 12 segundos, 
o teste será terminado usando-se para registo o valor de 12 segundos (Luís 2008; Maurício, 
Gärtner et al. 2011). 
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Figura 5- Execução do teste de sensibilidade utilizando uma placa de aquecimento de alta precisaõ à 
temperatura de 56ºC. Ambos os membros, afectado e normal, são testados três vezes consecutivas, em 
intervalos de 2 segundos. 
 
5.3 Estudo das pegadas 
 
 O estudo da pegada consiste na avaliação da funcionalidade do nervo ciático e é 
composto por dois exames, o índice de funcionalidade do ciático (SFI) e o índice de 
funcionalidade do ciático em condições estáticas (SSI) (Figura 7)  
O SFI é baseado nas medições das pegadas que resultam da locomoção. O SFI foi 
calculado utilizando um corredor, com 42 cm de comprimento por 8,2 cm de largura, que 
termina numa caixa com fraca luminosidade, de forma a atrair o rato para o seu interior (Figura 
6). Para a impressão das pegadas, foram colocadas tiras de papel branco com a dimensão 
adequada ao corredor e a face plantar dos pés dos ratos é pintada através da impressão do pé 
do rato numa esponja de tinta azul. Desta forma o rato quando se desloca ao longo do corredor 
deixa a impressão das pegadas dos membros pélvicos. Em diversas ocasiões são necessárias 
varias repetições até se conseguirem boas impressões de ambos os membros. Antes de 
qualquer procedimento cirúrgico todos os ratos são treinados a andar na passadeira e os 
valores de referência são registados. Após a cirurgia são testados e registados as impressões 
todas as semanas até à 8 semana e a partir daqui de duas em duas semanas até à 12 semana 
(Maurício, Gärtner et al. 2011). 
 O cálculo do SFI é obtido através dos seguintes parâmetros: i) Comprimento da 
Pegada (PL); ii) Largura da Pegada (TS); e iii) a Largura Intermédia da Pegada (ITS) (Figura 5 
em anexo). O valor do SFI varia entre zero, referente a uma função normal e -100, para uma 
disfunção absoluta. As medidas são feitas para o membro normal (N) e para o da experiencia 
(E) e estas medidas são usadas para o calculo dos seguintes factores que posteriormente 
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serão utilizados no cálculo do SSI e SFI (Luís 2008; Maurício, Gärtner et al. 2011; Gärtner 
2013): 
Factor da distância correspondente a TS (TSF)=(ETS-NTS)/NTS 
Factor da distância correspondente a ITS (ITSF)=(EITS-NITS)/NITS 
Factor da distância correspondente a PL (PLF)=(EPL-NPL)/NPL 
O SFI é calculado de acordo com a equação: 
SFI=-38,3 ((EPL-NPL)/NPL)+109,5((ETS-NTS)/NTS)+13,3((EIT-NIT)/NIT)-8,8 
 
Ou 
 
SFI = -38.3 x PLF + 109.5 x TSF + 13.3 x ITF – 8.8 
 
  
 
Figura 6-Fase de suporte do andamento da rato, tirada num corredor com impressão das pegadas numa tira 
de papel 
 
O índice de funcionalidade do ciático em condições estáticas (SSI) consiste na medição 
manual da pegada. O rato é colocado na vertical e a face plantar do membro é direccionada 
para uma folha de papel após impregnação com tinta azul. O SSI é uma técnica rápida e fácil 
de determinar funcionalmente a regeneração do nervo periférico, e tem a vantagem de não ser 
utilizada a medida de PL (comprimento da pegada), media que muitas vezes não conseguimos 
obter. Os ratos são testados e registadas as impressões na semana 0 e após a cirurgia todas 
as semanas até a 8 semana e a partir daqui de duas em duas semanas até à 12 semana. Para 
o cálculo do SSI apenas é medido o TS e o ITS,. Neste estudo o TS e o ITS são usados para o 
cálculo do TSF ITSF respectivamente de acordo com a equação (Luís 2008; Gärtner, Pereira et 
al. 2012; Gärtner 2013). 
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SSI =((108.4 X TSF) + (31.85 X ITSF)) – 5.49 
 
Figura 7- Recolha da impressão estática da pegada após impregnação das patas com tinta para a recolha do 
TS e do ITS para o cálculo do SSI. 
 
 Para ambos SSI e SFI o valor 0 é considerado normal e o valor -100 representa total 
diminuição da capacidade motora. Quando nenhuma pegada é mensurável o valor -100 é 
atribuído. Em cada registo de pegadas pelo menos três pegadas têm de ser identificadas pelo 
investigador e a média dos valores obtidos é que é utilizada no calculo do SFI (Maurício, 
Gärtner et al. 2011). 
 Esta metodologia apresenta algumas limitações, que vão influenciar os resultados: 
i) A necessidade de fazer repetidas passagens para obter pegadas visíveis; 
ii) Fenómenos de autotomia, desenvolvimento de contracturas, arrastamento da pegada, 
arrastamento da cauda sobre a pegada são causas de impossibilidade de obter leituras; 
iii) A subjectividade inevitável na leitura dos valores para o calculo; 
iv) A velocidade do andamento durante a fase de suporte influencia os valores de PL, logo 
o cálculo do SFI (Luís 2008). 
Em animais com o membro intacto, os valores de SFI nunca são 0, oscilando antes à 
volta de -10, demonstrando assim que este método não é inteiramente preciso. Daí o interesse 
em definir limites para a aplicação deste teste e ainda estabelecer correlações entre os 
resultados por meio destes testes e a histomorfometria (Luís 2008). 
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6 Histologia e histomorfometria 
 
 Actualmente o estudo da morfologia do nervo periférico através da análise histológica e 
histomorfométrica tem fornecido informação preciosa nos vários aspectos relativos ao processo 
de regeneração do nervo periférico que estão relacionados com a função nervosa (Maurício, 
Gärtner et al. 2011). A avaliação quantitativa do número de fibras nervosas é um elemento 
essencial na confirmação de validade de técnicas de microcirurgia para a reparação de lesões 
do nervo periférico. A informação obtida pela análise histomorfométrica tal como o número, 
densidade e tamanho das fibras nervosas serve para atestar a validade de uma nova técnica 
de microcirurgia(Gärtner 2013). 
Neste método de avaliação é importante estabelecer de uma forma correcta a estratégia 
utilizada, quanto à recolha da amostragem, que irá ser designada como população, na qual irá 
ser baseada a análise. A regra da igualdade de oportunidade, assegura que todas as fibras 
nervosas têm a mesma oportunidade de serem incluídas na amostra, uma vez que analisar 
todas as fibras nervosas de um nervo, é um processo ineficaz. Para respeitar esta regra é 
designado o design-based sampling que consiste num conjunto de regras de amostragem, com 
a intenção de todos os objectos presentes no espaço da amostragem tenham a mesma 
probabilidade de serem seleccionados. Do qual resulta uma amostragem aleatória sistemática, 
que irá representar toda a fibra nervosa. Este método consiste em escolher de forma aleatória 
um campo inicial e a partir dele seleccionar os outros campos, através da sistematização de 
um processo de salto para o campo seguinte, localizado a uma distância fixa. Como regra, 
devem ser seleccionados um número relativamente elevado de campos em vez de uma 
selecção de um número menor de campos e de maior dimensão (Luís 2008). 
 Neste grupo de investigação após todo processo de preparação das amostras, a 
histomorfometria (esterologia) é executada usando a impregnação com azul de toluideno de 
secções finas de 2.5 µm de nervo. Para a sua visualização recorre-se a um microscópio 
DM4000B, equipado com uma câmara digital DFC320 e um sistema de gestão de imagem 
IM50 (Leica® Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Foi utilizada uma ampliação de 6,60X de 
modo a permitir uma identificação precisa das fibras nervosa mielinizadas (Maurício, Gärtner et 
al. 2011). 
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7 Trabalho experimental 
 
7.1 Artigo 1 
 
Neste trabalho experimental foram usados 4 grupos que foram avaliados pré 
cirurgicamente na semana 0 e que pós cirurgia, para criar a lesão e instituir o tratamento a 
testar, foram testados todas as semanas até à semana 8 passando a ser testados de duas em 
duas semanas até à semana 12. Os grupos criados foram os seguintes: 
1. Grupo onde apenas se procedeu à lesão do nervo ciático por compressão 
designado de grupo Crush; 
2. Grupo onde após a lesão do nervo ciático se infiltrou com uma suspensão de 
células mesenquimais humanas da geleia de Wharton que se designou de grupo 
CrushCell, 
3. Grupo onde após a lesão do nervo ciático se envolveu a lesão com uma 
membrana de quitosano tipo III associada a células mesenquimais humanas da 
geleia de Wharton que se designou de grupo CrushChitIIICell, 
4. Grupo onde após a lesão do nervo ciático se envolveu a lesão com uma 
membrana de quitosano tipo III que se designou de grupo CrushChitIII. 
7.1.1 Resultados 
 
7.1.1.1 Caracterização e desenvolvimento do sistema celular 
 
As células estaminais mesenquimais humanas indiferenciadas exibem normalmente um 
aspecto estrelado e plano quando em cultura. 
Foram analisadas para determinação de aberrações numéricas 20 células em metáfase 
com a coloração de Giemsa. Aneuplodia não clonal foi encontrada em 3 células (41-45 
cromossomas). As outras 17 metafases tinham 46 cromosomas (Figura 6 em anexo). O 
cariotipo foi determinado numa metáfase G. Nenhuma alteração estrutural foi encontrada. A 
análise do cariotipo da linha de células estaminais mesenquimais humanas derivadas da geleia 
de Wharton demostrou que esta linha celular não apresentava características neoplásicas e os 
cromossomas somáticos e sexuais são estáveis, quer em número, quer em estrutura, durante 
os procedimentos de cultura (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
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7.1.1.2 Análise da função sensorial e funcional do défice motor  
 
 O teste de avaliação do reflexo flexor foi usado para a análise sensorial. Nas primeiras 2 
semanas após a lesão provocada por “crush” ao nervo ciático, o reflexo flexor estava ausente 
na maioria dos animais (Gráfico 1). O reflexo flexor foi melhorando em todos os animais e 
quando se atingiu as 12 semanas os valores referentes ao reflexo de flexão nos diferentes 
grupos eram respectivamente 2.00+-0.00, 1.29+-0.18, 1.17+-0.17 e 3.3+-0.54 segundos, 
correspondendo respectivamente aos grupos “Crush”, CrushCell, CrushCellChitIII e 
CrushChitIII. Uma diferença significativa foi observada entre grupos na informação recolhida 
relativa ao reflexo flexor (F(3,22)=6.449, P=0.001) verificando-se uma recuperação mais tardia no 
grupo CrushChitIII em comparação com os restantes grupos (P˂0.05). 
 
 
Gráfico 1- valores da análise da função sensorial dos ratos ao longo do periodo de 12 semanas de 
recuperação (valores estão em segundos). 
 A lesão provocada no nervo ciático foi responsável por um défice elevado de força 
muscular no membro afectado imediatamente após a cirurgia. Na semana 1 a percentagem de 
défice motor (% défice motor) atingiu os 90% em todos os grupos (Gráfico 2). a recuperação do 
membro afectado foi gradual ao longo das 12 semanas de experiência em todos os grupos, de 
tal forma que a % défice motor do membro afectado, apesar de não apresentar uma 
recuperação total, foi reduzido para valores de 4.16+-5.60, 2.79+-0.41, 3.24+-0.42 e 7.43+-3.58 
nos respectivos grupos de Crush, CrushCell, CrushChitIIICell e CrushChitIII. A evolução da % 
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défice motor foi similar em todos os grupos (f(3,22)=1.367, P= 0.279). Apesar de, no final das 12 
semanas os valores da % défice motor mais baixos se terem verificado nos grupos CrushCell e 
CrushChitIIICell respectivamente. 
 
Gráfico 2- Valores da análise do défice motor dos ratos ao logo do periodo de 12 semanas de recuperação. 
 
7.1.1.3 Histologia e histomorfometria 
 
Os cortes histológicos referentes ao processo de regeneração ao longo de 12 semanas 
do nervo ciático estão representados na figura 13. As imagens correspondem aos grupos 
Crush, Crushcell, CrushChitIIICell e CrushChitIII comparados com um nervo ciático normal 
(Figura 8). A regeneração das fibras nervosas apresentou bons resultados em todos os grupos, 
apesar destes apresentarem fibras mielinizadas menores que o nervo normal. 
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A B C 
D E 
Figura 8- cortes dos nervos regenerados do diferentes grupos 12 semanas após trauma comparados com 
um nervo ciático norma,l corados com azul de Toluideno( A: Grupo1-Crush; B: Grupo2- CrushCell; C: 
Grupo3- CrushChitIIICell; D:Grupo4- CrusChitIII, E-nervo normal) (adaptado de Gartner, Pereira et al,2012). 
 
 A densidade e número de fibras mielinizadas (P˂0.05) foram superior à do grupo 
controlo, em todos os grupos de regeneração com a excepção do grupo CrushChitIII. A 
espessura das fibras, axónios e da bainha de mielina foram significativamente inferiores 
(P˂0.05) nos 4 grupos experimentais quando comparados com o grupo controlo, (Tabela 1).  
 
Grupo Densidade da fibra (n/mm²) 
Número da fibra 
(n) 
Diametro da 
fibra (µm) 
Diametro do 
axónio (µm) 
Espessura da 
mielina (µm) 
Crush 20 109±1 232 10 644±423 4.99±0.19 3.48±0.10 0.76±0.05 
CrushCell 20 200±4 971 9 806±2 695 5.31±0.69 3.74±0.49 0.78±0.10 
CrushChitl
llCell 21 514±6 308 
11 413±3 
752 4.90±0.97 3.41±0.72 0.75±0.14 
CrushChitl
ll 15 533±7 713 
7 982±3 
092 5.29±1.05 3.50±0.55 1.02±0.22 
Control 15 905±287 
7 
666±190 6.66±0.12 4.26±0.07 1.19±0.03 
 
Tabela 1Análise histomorfometrica do nervo ciático normal e do nervo regenerado dos diferentes grupos 
experimentais 12 semanas pós trauma adaptado de  (Gärtner, Pereira et al. 2012) 
 
7.1.2 Conclusão 
 
Com este trabalho experimental conclui-se que o quitosano tipo III, em comparação com 
trabalhos in vivo anteriores que utilizaram quitosano, obteve melhores resultados na 
regeneração de fibras nervosa. Estes melhores resultados devem-se, provavelmente, à 
microporosidade mais favorável apresentada pelo quitosano tipo III, o que promove uma 
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retenção de fluidos orgânicos. O melhoramento significativo da regeneração axonal obtida nas 
lesões por crush envolvidas pelas membranas de quitosano tipo III, sugere que este material 
não tem apenas um papel mecânico, mas também apresenta capacidade de indução de 
regeneração nervosa (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
7.2 Artigo 2-  
 
Neste trabalho experimental foram usados 6 grupos que foram avaliados pré 
cirurgicamente na semana 0. Pós cirurgia, para criar a lesão e instituir o tratamento a testar, 
foram testados todas as semanas até à semana 8, passando a ser testados de duas em duas 
semanas até à semana 12. Os grupos criados foram os seguintes: 
1. Grupo sem qualquer lesão designado grupo Controlo: 
2. Grupo onde apenas se procedeu à lesão do nervo ciático por compressão 
designado de grupo Crush; 
3. Grupo onde após a lesão do nervo ciático se envolveu a lesão com uma 
membrana de PLC que se designou de grupo CrushPLC 
4. Grupo onde após a lesão do nervo ciático se infiltrou com uma suspensão de 
células mesenquimais humanas da geleia de Wharton que se designou de grupo 
CrushCell, 
5. Grupo onde após a lesão do nervo ciático se envolveu a lesão com uma 
membrana de PLC coberta com células mesenquimais humanas da geleia de 
Wharton indiferenciadas que se designou de grupo CrushCellNonDifPLC, 
6. Grupo onde após a lesão do nervo ciático se envolveu a lesão com uma 
membrana de PLC coberta com células mesenquimais humanas da geleia de 
Wharton diferenciadas que se designou de grupo CrushCellDifPLC, 
7.2.1 Resultados 
 
7.2.1.1 Imunohistoquímica 
 
As hMCSs não diferenciadas não foram marcadas pelos marcadores GFAP, GAP-43 e 
NeuN. Após 96 horas de diferenciação estas já foram marcadas positivamente para GFAP e 
para GAP-43. Todos os núcleos das células neurogliais foram marcadas com o marcador 
específico NeuN demonstrando sucesso na diferenciação das hHMCSs em células neuróglias 
(Gärtner, Pereira et al. 2012). 
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7.2.1.2 Análise da função sensorial, funcional do défice motor e estudo das pegadas 
 
A análise da função sensorial foi mais uma vez avaliada usando o teste do reflexo 
flexor. Os valores obtidos foram progressivamente reduzindo, aproximando-se do normal ao 
longo das 12 semanas (Gráfico 3). Houve efeito significativo do tempo nos valores obtidos 
durante o período de regeneração (F(10.33)=168.32,p=0.000). A influência do tratamento 
usado também foi evidente nos resultados obtidos (F(5,33)=22.786, p=0.000). Os valores dos 
grupos tratados somente com membrana de PLC ou em combinação com células 
mesenquimais diferenciadas ou indiferenciadas foram significativamente difererentes (Grupo 5- 
CrushcellNonDifPLC; Grupo6- CrushCellDifPLC; Grupo 3- CrushPLC) dos obtidos pelos grupos 
sem PLC (p˂0.05). Neste caso, os valores obtidos indicam uma melhor recuperação funcional 
por parte dos grupos em que foram utilizados sistemas celulares (Grupo 5- 
CrushCellNonDifPLC; CrushCellDifPLC), demonstrando resultados positivos no tratamento por 
sistemas celulares (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
 
Gráfico 3- Valores da análise da função sensorial dos ratos ao longo do periodo de 12 semanas de 
recuperação (valores estão em segundos) adaptado de (Gärtner, Pereira et al. 2012) 
 A % défice motor antes da lesão origina um valor próximo do zero, demonstrando um 
equilíbrio de forças entre membros. Na semana após a lesão do nervo ciático os valores 
aumentam quase para valores máximos, indicando uma total perda de capacidade contráctil do 
membro afectado. Os valores de défice motor recuperam nas semanas seguintes até atingirem 
valores normais. O efeito tempo demostrou ter influência significativa no processo de 
regeneração (F(10,330)=136.09, p=0.000). As diferenças entre grupos também foram 
significativas (F(5,33)=48.678, p=0.000). A análise dos resultados obtidos pelo teste do défice 
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motor demonstrou que o grupo que não recebeu qualquer tratamento (grupo 2) eram similares 
aos dos grupos tratados com diferentes combinações de PLC e sistemas celulares (grupos 5 e 
6). Contudo, os grupos tratados com PLC e sistemas celulares (grupo 5 e 6) demonstraram 
diferenças significativas nos valores de % défice motor, quando comparados com o grupo 
tratado unicamente com PLC (grupo 3) (p˂0.05), com resultados positivos associados com o 
tratamento com sistemas celulares. O grupo onde foi utilizada a técnica de infiltração de células 
mesenquimais não diferenciadas (grupo 4) apresentou piores valores de % défice motor, 
quando comparado com os grupos em que estas células foram conjugadas (grupo 5 e 6) com 
uma membrana de PLC (p=0.05). Não houve diferença significativa entre os grupos que 
utilizaram células indiferenciadas e diferenciadas com membrana de PLC ( grupo5 e 6) (Gráfico 
4) (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
 
Gráfico 4-Valore da análise do défice motor dos ratos ao logo do periodo de 12 semanas de recuperação 
adaptado de (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
 
 
 O estudo das pegadas demonstrou um défice severo nas primeiras duas semanas após 
a lesão do nervo ciático em todos os grupos. Nas semanas seguintes, os valores obtidos foram 
melhorando progressivamente ao longo da experiência terminando com valores semelhantes 
aos obtidos antes da lesão. Isto demonstrou que o tempo é um factor significativo na 
recuperação da lesão, tal como demonstrado pelo ANOVA (F(10.33)=268.937, p=0.000). O 
ANOVA também demonstrou um efeito de grupo significativo (F(5,33)=52.632, p=0.000). O 
grupo 4 (CrushCell) foi o que demonstrou maior atraso na recuperação (Tabela 2) (Gärtner, 
Pereira et al. 2012). 
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SEMAN
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SEMAN
A 3 
SEMAN
A 4 
SEMAN
A 5 
SEMAN
A 6 
SEMAN
A 7 
SEMAN
A 8 
SEMAN
A 10 
SEMAN
A 12 
  SFI±SD SFI±SD SFI±SD SFI±SD SFI±SD SFI±SD SFI±SD SFI±SD SFI±SD SFI±SD SFI±SD 
Control 
-
12.43±2.
13 
-
9.17±2.
04 
-
8.59±2.
85 
-
8.54±2.
01 
-
8.26±2.
52 
-
9.92±4.
18 
-
7.59±3.
74 
-
7.16±3.
11 
-
7.84±2.
35 
-
10.03±1
.17 
-
8.8±0.9
7 
Crush 
-
13.15±7.
72 
-
69.8±14
.27 
-
71±10.7
8 
-
39.85±1
3.09 
-
28.88±1
0.91 
-
28.95±1
5.55 
-
26.13±6
.31 
-
13.67±6
.48 
-
10.62±7
.96 
-
6.72±5.
48 
-
5.33±4.
3 
CrushPLC 
-
2.5±18.5
5 
-
85.29±9
.53 
-
69.25±1
0.17 
-
59.62±1
4.8 
-
44.89±6
.62 
-
28.16±6
.44 
-
22.83±6
.79 
-
19.39±6
.98 
-
14.72±7
.36 
-
10.27±4
.26 
-
7.93±2.
78 
CrushCell -5.48±3.4 
-
92.88±9
.55 
-
85.2±10
.56 
-
53.92±1
1.22 
-
42.92±6
.99 
-
38.88±6
.65 
-
32.34±8
.41 
-
28.29±7
.64 
-
22.19±4
.69 
-
16.33±2
.47 
-
9.14±3.
67 
CrushCellNo
nDiffPLC 
-
1.69±20.
41 
-
81.08±5
.4 
-
83.79±5
.45 
-
62.74±1
7.39 
-
26.63±6
.74 
-
23.25±6
.31 
-
13.58±1
7.49 
-
11.3±16
.25 
-
19.62±1
4.35 
-
10.02±5
.02 
-
5.47±2.
94 
CrushCell 
DiffPLC 
-
12.48±6.
79 
-
76.94±6
.68 
-
74.16±7
.46 
-
56.42±1
6.18 
-
34.44±5
.59 
-
27.08±3
.05 
-
26.61±4
.5 
-
24.09±8
.12 
-
18.19±8
.35 
-
10.85±3
.3 
-
8.56±4.
87 
 
Tabela 2- Valores da análise do estudo da pegada dos ratos ao logo do período de 12 semanas de 
recuperação adaptado de (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
 
7.2.1.3 Histologia e histomorfometria 
 
 A histomorfometria das fibras nervosas dos diferentes grupos experimentais (Figura 9) 
pós lesão do nervo ciático demonstrou que houve regeneração axonal em todos os grupos. 
 
Figura 9-Cortes histológicos dos diferentes grupos após decorridas 12 semnas de experiencia dos 
diferentes grupos: Controlo (A); Crush (B); CushPLC (C); CrushCell (D); CrushCellNonDifPLC; 
CrushCellDifPLC (F) adaptado de Gartner et al, 2012. 
 
 A análise histomorfométrica demonstrou que todos os grupos revelaram um número e 
uma densidade de fibras nervosas regeneradas mais elevado que no grupo controlo (p˂0.05). 
Já relativamente ao diâmetro, quer dos axónios, quer das fibras nervosa e à espessura da 
mielina, todos os grupos demonstraram ter valores significativamente inferiores (p˂0.05) ao 
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grupo controlo. Quanto às diferenças entre grupos experimentais, a análise estatística não 
revelou diferenças significativas (p˃0.05) em qualquer dos factores morfológicos de 
regeneração nervosa com a excepção para a espessura de mielina que foi significativamente 
maior no grupo 5 e 6 (Tabela 3) 
Grupo Densidade da fibra (N/mm²) 
Número da 
fibra (N) 
Diâmetro da fibra 
(µm) 
Diâmetro do 
axónio (µm) 
Espessura da 
mielina (µm) 
 Control 15.905±287  7666±190 6.66±0.12 4.26±0.07 1.19±0.03 
 Crush 20.109±1.232 10.644±423 4.99±0.12 3.48±0.10 0.76±0.05 
 CrushPLC 23.349±4.278 11.532±1.086 4.55±0.36 3.36±0.17 0.60±0.10 
 CrushCell 20.200±4.971 9806±2.695 5.31±0.69 3.74±0.49 0.78±0.10 
 CrushCellNo
ndiffPLC 20.945±1.162 
10.90
9±1.584 5.11±0.42 3.39±0.25 0.86±0.11 
 CrushCell 
DiffPLC 23.593±5.611 
96
40±1.784 4.93±0.43 3.25±0.37 0.84±0.05 
 
 
Tabela 3- Análise histomorfometrica do nervo ciático regenerado dos diferentes grupos experimentais 12 
semanas pós trauma adaptado de (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
 
7.2.2 Conclusão 
 
Com este trabalho experimental conclui-se que as hMCSs isoladas a partir da geleia de 
Wharton do UC, aplicadas através de membranas de PLC podem ser consideradas uma 
potencial ferramenta para a melhoria dos resultados clínicos na recuperação de nervos 
sensitivos, especialmente em lesões causadas por trauma. Estas células representam também 
uma fonte de MCSs progenitoras isenta problemas éticos, que podem ser armazenadas, 
cultivadas e expandidas para fins terapêuticos, que incluem lesões do tipo axonotmese e 
neurotmese (Gärtner, Pereira et al. 2012). 
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Anexos  
1 
 
 
Figura 1- Representação da estrutura do nervo periférico (adaptado de Junqueira, 
Carneiro et al, 1999). 
 
 
Classificação 
 de Seddon 
Classificação 
 de Sunderland 
Patologia Prognóstico 
Neuropraxia I Lesão da mielina ou esquemia, perda 
de axónio 
Recuperação excelente em 
semanas a meses 
Axonotmese  Rutura do estroma variável,perda de 
axónio 
 
 
 
Recuoeração de boa a má, 
dependendo da integridade das 
estruturas de suporte e a distancia 
ao musculo 
 II Endoneuro,Perineuro e Epineuro 
intactos. Perda de axónio 
Recuperação boa, dependendo da 
distância ao musculo 
 III Epineuro e Perineuro intactos. 
Ruptura do Endoneuro, perda de 
axónio  
Recuperação má, problemas de 
orientação axonal, cirurgia pode ser 
necessária 
 IV Ruptura do Endoneuro e Perineuro, 
perda axonal. Epineuro intacto  
Recuparação má, problemas de 
orientação axonal, normalmente 
necessita de cirurgia 
Neurotmese V Desintegração do Endoneuro, 
Perineuro e Epineuro 
Sem recuperação expontania. 
Requer Cirurgia, prognóstico pós 
cirugico reservado 
Tabela 1- Sistema de classificação de lesões do nervo periférico (adaptado de 
Gartner, 2013). 
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Figura 2- Secção do cordão umbilical transportado imerso em DPBS à 
temperatura de 4-6ºC, as amostra foram coradas com Hematoxilina eosina (HE). 
Ampliação de 10X (adaptado de Gartner 2013). 
 
 
Figura 3- Células mesenquimais isoladas da geleia de Wharton usando o 
“protocolo enzimático”. Ampliação 100X (adaptado de Gartner, Pereira et al, 
2012). 
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Figura 4- Cadeia de quitosano, represetação quimica (adaptado de Kean e 
Thanou, 2010). 
 
 
Figura 5- Fotografia da fase de suporte do andamento do rato. Foram assinalados os 
seguintes segmentos: PL é o comprimento da pegada; TS é a largura da pegada; IT é a 
largura intermédia da pegada. 
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Figura 6- Metafase de uma célula estaminal mesenquimal Humana da geleia de 
Wharton apresentando o número normal de cromossomas (46, XY) (ampliação 
1000X) (adaptado de Gartner, Pereira et al, 2012). 
 
 
 
 
